Vibrio parahaemolyticus の病原因子TTSS1遺伝子発現は細胞接着によって誘導される by 射場 仁美




TTSS1 gene expression of Vibrio parahaemolyticus virulence facter is induced by 
adhesion to cell 
Hitomi Iba 
Department of Health and Nutrition, Faculty of Health Management 
 
Abstract 
Vibrio parahaemolyticus is a food-borne bacterium that has been shown to possess two 
sets of Type III secretion system (TTSS) genes, TTSS1 and TTSS2. In this study, we 
focused on vscQ, which is suggested putative TTSS1 C-ring component of the apparatus 
in V. parahaemolyticus, and the TTSS1 effector protein VP1680, and examined the 
mechanisms of TTSS1 gene expression in V. parahaemolyticus. As a result, it was 
confirmed that vscQ is required for secretion of TTSS1 effector, and that vscQ is 
positively regulated by the regulatory factor ExsA and negatively regulated by ExsD, 
like other TTSS1-related genes. Furthermore, it was revealed that TTSS1 gene 
expression was induced by adhesion to HeLa cells. 
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【要旨】 
Vibrio parahaemolyticus は食中毒原因菌であり、病原性に関与する 2 セットの 3 型分泌
装置 Type Ⅲ secretion system (TTSS) 遺伝子群、TTSS1 と TTSS2 を保有することが明
らかとなっている。今回の研究では、TTSS1 の装置基部を構成する C リングであるとされ
ている vscQ と TTSS1 エフェクターの VP1680 に注目し、V. parahaemolyticus の TTSS1
遺伝子発現機構について検討した。その結果、vscQ が TTSS1 エフェクターの分泌に必要






V. parahaemolyticus は大小 2 つの染色体を持っており、TTSS1 は大染色体上にコードさ
れ、TTSS2 は小染色体上にコードされる。これまでの研究で TTSS2 は胆汁により発現が




TTSS1 遺伝子発現機構について検討するため vscQ (VP1671) と TTSS1 エフェクターであ
る VP1680 に注目し、TTSS1 遺伝子発現について検討した。 
 
【方法】 
初めに vscQ が TTSS1 エフェクターの分泌に必要であるかを vscQ 遺伝子欠損株の分泌タ
ンパク質での Western blotting で検討した。次に TTSS1 遺伝子の制御因子である ExsA と
ExsD の遺伝子欠損株を作成し、vscQ と TTSS1 エフェクターの VP1680 が ExsA と ExsD
の制御を受けるのかをリアルタイム PCR と解析した。また、HeLa 細胞へ感染させた株で
の vscQ と vp1680 の遺伝子発現をリアルタイム PCR で確認した。さらに HeLa 細胞と菌
が接着しない状況で培養し、菌と細胞との接着が vscQ と VP1680 の遺伝子発現に影響する




遺伝子を欠損した株では TTSS1 エフェクターである VP1680、VP1686、VPA0450 が分泌
されないことが Western blotting により確認できた。この結果により vscQ が TTSS1 の主
要な構成因子でありエフェクターの分泌に必要であることが明らかになった。 
また、exsA と exsD それぞれの遺伝子を欠損した株を作製し、リアルタイム RT-PCR で
vscQ の mRNA の発現レベルを解析した結果では、vscQ の mRNA レベルは、TTSS1 エフ
ェクターである VP1680 と同様に、exsA 欠損株では有意に低下し、exsD 欠損株では有意
に上昇した。このことから vscQ の遺伝子発現も TTSS1 制御因子である ExsA と ExsD の
制御を受けていることが示唆された。 
次に、exsA と exsD それぞれの欠損株に、gfp の C 末端側に vscQ を融合させた発現ベク
ター（pSA19CP-vscQ promoter-gfp-vscQ ）を導入し、菌が生きた状態で vscQ が ExsA と
ExsD の制御を受けているかを蛍光顕微鏡で観察した。その結果、exsD を欠損した株では、
培養後 2 時間から菌の周囲に蛍光スポットの形成が観察できた。しかし、exsA の欠損株で
は 5 時間培養しても蛍光スポットの形成は観察できなかった。このことからも、vscQ が
ExsA と ExsD の制御を受けていることが確認できた。 
最後に V. parahaemolyticus の TTSS1 も宿主細胞との接着により TTSS1 遺伝子発現が
誘導されるのか検討するため、HeLa 細胞に感染させた後の菌を回収し、リアルタイム RT-
PCR 解析を行い、mRNA の発現レベルを確認した。その結果、HeLa 細胞に感染させた後
の菌で vscQ と vp1680 の遺伝子発現が上昇することが確認でき、HeLa 細胞へ接着するこ
とにより TTSS1 遺伝子の発現レベルが上昇することが示唆された。これらより得られた知
見が未だ明らかとされていない V. parahaemolyticus の病態形成機構の解明につながるこ
とが期待される。 
